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KarSinojenik Etkinin Kisa Siireli
Testler ile Saptanmasi ve Ames Test

Ali Esat KARAKAYA (*)
Asuman KARAKAYA (%)

kullanilmakta ve her gecen yil bu sayr artmaktadir. Bu kadar cok sa-
yida kimyasal bilesigin karsinojenik etki yoniinden taranmasi ancak
kisa siireli karsinojenesite testleri ile mimkiindiir. Bu makalede kisa
stireli karsinojenesite testleri icerisinde en giivenilir sonu¢ vereni ve
en yaygin kullamlanmi olan, Salmonella/memeli mikrozomu mutaje-
nesite testi (Ames test) tanitilmistir. Ayrica Ames test ile uzun siireli
karsinojenesite testleri arasindaki uyum ve farklarin nedenleri ince-
lenmis, Ames testin uygulama alanlar dzetlenmigtir.

for various purposes and their numbers are constantly increasing.
The screening of such a large number of chemicals for carcinogenic
“activity is only possible by short - term tests. In this article, the Sal-.
monella/mammalian - microsome mutagenemty test (Ames test), the
most reliable and widely used one among short - term carcinogenecity
tests, has been rev1ewed The reasons for similarities and differences
between the results of the Ames test and long - term carcinogenecity
tests are also discussed and the apphcatlons of the former have been

Ozet : Bugiin onbinlerce kimyasal bilesik cesitli amaclar i¢in
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doéndiiriici bir hiza erismistir.

Bugiin cesitli amaclar icin kul-
lanilan kimyasal bilesik sayisinin

63.000 kadar oldugu tahmip edil-

mektedir. Bu sayinin yaklasik 4000

ini ila¢ aktif maddeleri, 2000'ini ilac

yardimer maddeleri, 1500 iinii pesti-

sit aktif maddeleri, 2500 kadarini

ise, besin katki maddeleri olustur-
maktadir (1). Cesitli etkilesmeler
ile cevrede kirlilik olarak olugan
kimyasal bilesiklerin varhigida dii-
sinildtgiinde, temasta bulunabile-
cegimiz kimyasa] bilesik sayisi da-
ha da artmaktadir. Diger yandamn,
Chemical -Abstracts’da her yil
200.000 civarinda yeni kimyasal bi-
lesik sentezi bildirilmekie ve bun-
lar icinden de en az 1000 kadari
yveteri miktarlardg tiretilerek cesi:-
li alanlarda kullanmim sansi ara-
maktadirlar (2, 3}). Kisaca Ozetle-
mek gerekirse, ¢agimiz insani cev-
resi kimyasal bilegikler ile saril-
mis olarak yasamaktadir. Oniimiiz-
deki yillarda insan cevresini saran
bu kimyasal kusagin daha da da-
ralacagl kolaylikla ileri siiriilebilir.
Modern yasamin vazgecilmez- unsu-
ru olan kimyasal bilegikler ile bu
yogun temas Onemli sorunlar1 da
beraberinde getirmektedir. Kanse-
rin epidemiyolojisi lizerinde caligsan
arastiricilar kanserin %80  hatta
daha fazla oranda nedeninin kim-
yasal bilegikler oldugunu ileri siir-
mektedirler ve bu. goriisii destekle-
ven cok sayida epidemiyolojik veri
mevcuttur (4-7). Bu nokfada kar-
simiza,” temas ettigimiz - kimyasal
bilegikler icerisinde hangileri karsi-
nojenik etkilidir sorusu cikmakta-

dir. Cok halkallr aromatik hidrokar-
bonlar ve N -nitroze bilesiklerinde
oldugu gibi simirli = yap1 - aktivite
iligkisinden stz edilebilirse de bu-
nun bir kimyasal bilegigin karsino-
jenik etkili olup olmadigina karar
vermede pratik bir oOnemi yoktur.
Bu konuda tek secenek karsinoje--
nesite testidir, Karsinojenesite tes-
ti, deney hayvanlarinin;  ozellikle
fare, sican, hamster gibi kemirici--
lerin yasam sﬁfelerinin énemli bir
bholiimiinii kapsayacak bir sekilde
denenecek kimyasal bilesige maruz
birakilmasi ile yapilir. Bir kontrol
grubu ile birlikie yiiriitiilen deney
sonucunda deney grubunda tUmor
olugumu gozlenir (8).

Karsinojenik etkinin iki énem-
i 6zelligi, karsinojenesite testleri-
nin uzun sireli yapilmasini zorun-
Iu kilar. Bu &zelliklorden ilki, kar-
sinojenik cevabin gecikmis bir ce-
vap olusudur. Diger bir deyisle,
kimyasal Karsinojenin uygulanma-
sindan sonra latent donem denilen
ve canlinin toplam yasam siiresi-
nin dnemli bir boliimini kapsa-
van bhir siirenin gecmesi gerekir.
Tkinei 6zellik ise, bazi durumlarda
birkac biiyik doz yerine, siirekli
uygulanan kiiciik dozlarin daha et-
ken olusudur (9). Test siliresinin u-
zun olmasi, deney gruplarinda cok
sayida hayvan kullanilmasi, tiirler
arasindaki biyotransformasyon fark
lIiiklarindan  kaynaklanan hatalar-
dan kacinmak icin birden fazla tiir
kullamilmasi gibi kosullar ve pa=
tolojik inceleme zorluklari nedeni
ile karsinojenesite testleri malivet-
leri yiiksek- olan testlerdir. Bir




tek kimyasal bilesigin karsinojene-
site testi icin gerekli harcamanin
500.000 Amerikan Dolari'na ulagti-
g1 hesaplanmaktadir (10). Boyle bir
karsinojenesite testi yapilabilmesi
igin gerekli sfire ise 2-3 yildir.

Pahali ve uzun siirelj olmala-
rinin yamisira bu testler icin ye-
terli olanaklara sahip laboratuvar-
larin sayisinin sinirli olmasi nede-
ni ile her yil ancak 150 kadar kim-
vasal bilesigin karsinojenesite testi
vapilabilmektedir (5). Cegitli a-
maclar i¢in kullamilan ancak biliyiik
boliimil karsinojenesite  testlerin-
den gecmemis olan onbinlerce kim-
vasal bilesik ve bunlara her yi] ek-
lenen yenileri dikkate alindiginda,
yilda gergeklestirilebilen 150 karsi-
nojenesite testinin gereksinimi kar-
sillamaktan wuzak oldugu kolayca
anlasilabilir, Kapasite ve gereksi-
nim arasindaki bu dengesizlik, a-
ragtirmalar: kisa siireli karsinoje-
nesite testleri {izerinde yogunlastir-
mistir,

Kanser olusumunda  somatik
mutasyon teorisinin Onem kazan-
masl, karsinojenesite testlerinde
mikroorganizmalar veya  memeli
hiicresi Kkiiltiirii kullanilmast  ile
de gecerli sonuclara ulasilabilecegi
goriisiinii kuvvetlendirmistir- Geno-
toksik oOzellikli kimyasal karsino-
jen ile timdr olusumu, DNA ile
kimyasal karsinojenin etkilesmesi
sonucu DNA'da meydana gelen de-
gisim ile baslamaktadir. Bu degi-
sim, yanlis baz ciftlesmesi ve ha-
tali replikasyon ile devam eden ve
sonucta tiimér olusumuna kadar u-
zanan bir yolun ilk adimidir (11).
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11k basamak DNA'daki degisim ol-
duguna gore hiicrede bu degisimin
saptanabilmesi deney hayvaninda
tiimor olusumunup gozlenmesi ka-
dar deger tasiyabilir. Bu yaklasim,
karsinojenesite testlerinde mikroor-
ganizmalardan ve memeli hiicresi
kiltiirlerinden faydalanilmasi  so-
nucunu getirmigstir.

Kimyasal karsinojen olarak ka-
bul edilen bilegiklerin tiimii geno-
toksik oOzellikli degildir. Diger bir
deyisle DNA ile etkilesme ve onu
degistirme yetenegi olmayan an-
cak, baska mekanizmalar ile karsi-
nojenik etki gosteren kimyasal bi-
lesikler de mevcuttur. Epigenetik
tip kimyasal karsinojenler olarak
adlandirilan bu bilesiklere ashest
gibi kati1 hal karsinojenleri, dietil-
stilbesterol, estradiol gibi hormonlar
ile azotiyopirin gibi immiinosiipres-
sorler Ornek olarak verilebilir (9).
Dogal olarak, mikreorganizmalar
ve memeli hiicresi kiiltiirleri ile ya-
pilan kisa siireli karsinojenesite
testlerinin epigenetik tip kimyasal
karsinojenler icin bhir degeri yox-
tur. Ancak bir degerlendirme ya-
parken epigenetik tip kimyasal kar-
sinojenlerin sayisinin  genotoksik
tip kimyasal karsinojenlere kiyasla
cok daha az oldugu goz Oniinde tu-
tulmalhidir.

Kisa siireli karsinojenesite test-
leri arasinda en giivenilir sonug
vereni ve dolayisiyla en yaygin kul-
lanilan Salmonella/memeli  mik-
rozomu mutajenesite testidir (12).
Bu yontem, Ames test olarak ku-
rucusunun adi ile de amlmakta-
dir.



AMES TEST

1975 yilinda Ames ve ark. (13)
tarafindan yaymnlanan bu yéntem,
bakteri mutasyonu sonucu olusan
mutant kolonilerin  saptanmasina
dayanmaktadir, Testte Salmonella
typhimurium’dan elde edilen mu-
tant suclar kullanilmistir. Bu mu-
tant suglar {ireyebilmek icin besi
yerinde histidine gereksinim duy-
maktadirlar. Ancak ortamda  bir
mutajen varliginda bu suclar mu-
tasyona ugramakta ve besi yerinde
histidin olmasa bile iireyebilmek-
tedirler. Bu mekanizma ile Ames
test, mutajenik aktiviteyi 61ger g0-
riinmekte ise de, mutajenik etkj ile
karsinojenik etki arasindaki kore-
lasyon Ames testin bir karsinojene-
site testi olarak da kullanilmasina
olanak saglar. Yapilan calismalar
bilinen kimyasal karsinojenlerin
%90 1nin  Ames testte mutajenik
aktivite gosterdigini  belirlemistir
(14 -16). Diger bir deyisle karsi-
nojenik aktivitesi olan bir bilesi-
gin Ames testte pozitif sonuc ver-
meme olasiligl yaklasik  %I10’dur.

Ames tesite bir kimyasal bile-
sigin mutajenik, dolayisiyla karsi-
nojenik etki yoniinden taranma-
sinda TA 1535 TA 100, TA 1537,
TA 1538, TA 98 sus numaralar: ile
bilinen suslarin ayri ayr1 kullanil-
masy onerilmektedir (17). Bu sus-
lardan TA 1535 ve TA 100 baz - cif-
ti degisimi, TA 1537, TA 1538 ve TA
98 ise kalip kaymasi tipi mutasyon
icin duyarhidiriar.

Kimyasal karsinojenlerin biiyiik
boliimii prokarsinojen dzelliktedir.
Diger bir deyisle karsinojenik et-

kiden kendileri degil metabolitleri
sorumludur (9). O halde gecerli bir
sonuca ulasilabilmesi icin test susu
ile yalmzca kimyasal bilesigin de-
gil, metabolitlerinin de temasa gel-
mesi saglanmahidir. Ames testte bu
sorun testin yapildigi besi yeri ice-
ren petri kutusuna test susu ile bir-
likte karaciger mikrozomal enzim-
leri ilave edilerek cozilmiistiir.
Aroclor 1254, fenobarbital veya 3-
metilkolantren ile enzim indiiksi-
yonuna ugratilan sicandan elde e-
dilen karaciger homojenatinin 9000
g fraksiyonu (S-9), iireme ortami-
na ilave edilmekte, bu yollg karsi-
nojenin metabolize olmasi sag-
lanmaktadir (13).

Daha once de deginildigi gibi,
kemiriciler ile yapilan uzun siireli
karsinojenesite testlerinde karsino-
jenik etkileri saptanan bilesiklerin
%901min Ames testte de pozitif so-
nu¢ verdigi gosterilmistir (14-16).
Sayllar1 az da olsa, Ames testte po-
zitif sonuc vermelerine karsin, uzun
siireli testlerde karsinojenik etkileri
saptanamayan kimyasal bilegikler
de mevcuttur (14, 18, 19).

Test sonuclarn arasindaki bu
farkliliklarin nedenleri iki temel
grupta incelenebilir,

1. Uzun siireli karsinojenesi-
te testinde pozitif, Ames testte ne-
gatif sonuc :

Daha once de belirtildigi gibi
epigenetik tip kimyasal karsinojen-
ler, mutasyon temelli karsinojene-
site testlerinde pozitif sonuc ver-
mezler. Dietilstilbesterol bu gruba
drnektir (20, 21),
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Biyotransformasyon ydniinden

in vivo kosullar ile Ames test ko-
sullarinin birbirlerine - tiimiiyle uy-
mamasl farkli sonuclarin bir diger
nedenini olusturmaktadir.
Cycas revolutamnin

ki gosterir, In vivo kosullarda sika-
sin barsak -mikroflorasi . bakterileri

tarafindan salgilanan (3 glukozidaz
tarafindan- parcalanir =~ ve:

enzimi
metilazoksimetanol olusur. Sicanda
yapilan - karsinojenesite

rilmistir (22). Ancak Ames testie

kullanilan karaciger homojenatin-

da B glukozidaz aktivitesi: yoktur
ve metilazoksimetanol olusamaz.
Bu nedenle Ames testte sikasin ne-
gatif sonuc verir (18).

2. Uzun siireli karsinojenesite
testinde negatif, Ames testte pozi-
tif sonuc:

In vivo kosullarda var olan ti-
mbre yonelik immiin-mekanizma bu
tip farkli sonuglarin baslica neden-
lerindendir. Bir diger neden ise, bi-
yotransformasyon yéntnden fark-
liliklardir. Ornegin Diklorvos, Ames
testte pozitif sonuc¢ verir. Ancak in
vivo kosullarda cok cabuk hidroliz
oldugu icin DNA’da herhangi bir
degisim olusturamaz (23).

 Aym kimyasal bilesigin bu iki
tip testte verdigi sonuclarin karsi-
lastirilmasinda uzun siireli karsi-
nojenesite testi senuwcunun degis-
mez dogru olarak kabul edilmesi de
bazi hatali degerlendirmelere - -yol
acabilmektedir. Diger hir deyisle,
uzun siireli karsinojenesite testle-
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-Sikasin, .
‘tohumlarinda-
bulunan bir glikozittir ve aglikonu .
metilazoksimetanol karsinojenik et-

testinde .
sikasinin - karsinojenik etkisi goste~

rinde, deneme Kosullarindaki bazi
aksakliklara bagli olarak karsinoje-

nik etkileri saptanamayan kimya- -

sal karsinojenlerde bulunabilir! Fu-’
antibakteriyel .

rilfuramid AT - 2»

etkili besin katki maddesi, etilen

dikloriir ve etilen dibromir fumi--

gant ve benzin katkl
«tris- BP» sentetik tekstil iiriinle-

rinde kolay alev almayi &nleyici o:

larak uzun yillar kullamlmlslardn'..:;
Bu dort bilesik de 6nceleri yapilan'*
uzun. siireli karsi_nojeh(_esite : testle{jf
rinde. negatif sonu¢ vermigler ve
Ancak: ©

kullanima sunulmuslardir.
Ames test ve diger kisp slireli kar-
sinojenesite ‘testlerinde pozitif so-
nue ve_;rmeleri {izerine uzun
karsinojenesite testleri
migtir. Tekrarlanan testlerde kar-
sinojenik aktiviteleri saptanan bu

maddesi,
[tris (2, 3 - dibromopropil) fosfatl

stireli: -
tekrarlan-'*

bilesiklerin kullanmimlari da . yasak-

lanmistir (5, 24, 25).

- Ames test, yaymnlanmasindan
giinfimiize kadar gecen kisa siire
icinde asagida Ozetlenen genis bir
kullamim alam bulmustur

1. Farmasotik endiistride ilag
gelistirme  calismalarinda, daha
sentez basamaginda ilag adayinin
mutajenik ve karsinojenik etkisi o-
lup olmadig1 arastirilabilmektedir.
Bu da sonraki basamaklarda yapil-
masi muhtemel, gereksiz harcama-
lardan tasarruf saglamaktadir. Ben-
zer uygulama -ve yarar ilag disin-
daki kimyasal bilegiklerin — gelisti-
rilmesi caligmalarinda da sdz Kko-
nusudur (5)-

2. Ames testin kolay uygula-
nabilir ve cabuk sonug¢ veren bir



yontem olmasl, cesitli amaclar igin
kullanilan cok sayida kimyasa) bi-
lesik ve karisimin mutajenik akti-
vite yoniinden taranmasina glanak
saglamistir. Besin katki maddeles]
(26 - 28), besinlerin ve amino asit-
lerin piroliz iirinleri (29 -32), mu-
tajen icerme olasilifl olan  besin
maddeleri (33-36), titiin dumani
kondensatlar1  (37-39), mutajen
veya promutajene maruz kalmig de-
neklerin idrar ve feces ekstraktlar
(40 - 44), sac boyalar1 (45], ilaclar
(46), pestisitler (47-50) ve endiist-
ride cesitli amaclar icin kullanilan
kimyasal bilesikler (51, 52) ile ya-
pilan calismalar bu tip tarama ca-
lismalarina 6rnektir.

3. Nanogram diizeyinde du-
yarli olmasi nedeni ile Ames test
cevre kirliligi arastirmalarinda sik-
ca kullaniimaktadir, Hava (53 - 60)
ve su (61) gibi cevre drneklerinden
elde edilen kondensat ve ekstrakt-
larin mutajenik aktivitesi Ames
test ile saptanabilmektedir.

4. Promutajenlerin metaboliz-
ma calismalarinda aktif metabolit-
lerin saptanmasinda (40, 62, 63) ve
amin - nitrit etkilesmesiyle olusan
N - nitrozo bilesiklerinin olusma
kosullar1 ile, mutajenik etkileri-
nin aragtirilmasinda da (64 -70) A-
mes testten yararlanilmaktadir,

Son yillarda Ames testin ana-
litik yontemler ile kombine edil-
mesi karisimlarin mutajenik  etki
yoniinden incelenmesinde kolaylik
saglamishir. Karisim once ince ta-
baka kromatografisinde ayirim is-
lemine tabi tutulmakta daha son-
ra da lekeler kazinarak Ames tes-

te uygulanmaktadir. Bu sekilde ka-
risimin icindeki kimyasal bilesik-
lerden hangisinin mutajenik etkili
oldugu saptanabilmektedir (40). By
konudaki son gelisme ise, Ames
testin dogrudan ince tabaka kro-
matografisi plaginda uygulanigsidir
(71).

{Gelis Tarihi : 3.12.1982)
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